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 and Cryopreservation
V.I. KABACHNY, N.I. GORBUNOVA
National Pharmaceutical University, Kharkov
Исследовано влияние различных по химической природе биологически активных веществ (БАВ) на процессы перекисного
окисления липидов  (ПОЛ) мембран и антиоксидантную (АО) ферментную систему в сперматозоидах быка в условиях гипотермии
и криоконсервирования. Показано, что регуляция баланса между про- и антиоксидантной системами клетки при участии производных
гетерозидов (ПГ) К321 и К322 обеспечивает устойчивость клеток к охлаждению, на что указывает повышение подвижности
деконсервированных клеток соответственно на 33,6 (р<0,05) и 44,6% (р<0,05) в сравнении с контролем. Стимуляция подвижности
нативных сперматозоидов  пентоксифиллином (ПФ) и кофеином (КФ) сопровождается  повышением ПОЛ, что может быть одним из
факторов  снижения их функциональной активности после криоконсервирования.
Ключевые слова: сперматозоиды, гипотермия, криоконсервирование, перекисное окисление липидов, антиоксиданты.
Досліджено вплив різних за хімічною природою біологічно активних речовин на процеси перекисного окиснення ліпідів
(ПОЛ) мембран та антиоксидантну ферментну систему в сперматозоїдах бугая за умов гіпотермії та кріоконсервування.
Показано, что регуляція балансу між про- та антиоксидантною системами клітин за участю похідних гетерозидів К321 і К322
забезпечує стійкість сперматозоїдів до охолодження, на що вказує підвищення рухливості деконсервованих клітин відповідно
на 33,6 (р<0,05) та 44,6% (р<0,05) у порівнянні з контролем. Стимуляція рухливості нативних сперматозоїдів  пентоксифіліном
і кофеїном супроводжується підвищенням ПОЛ, що може бути одним із факторів  зниження їх функціональної активності після
кріоконсервування.
Ключові слова: сперматозоїди, гіпотермія, кріоконсервування, перекисне окислення ліпідів, антиоксиданти.
The effect of biologically active substances (BAS) with different chemical origin nature on  lipid peroxidation (LPO) processes in
the membranes and an antioxidant (AO) enzyme system in bovine spermatozoa under hypothermia and cryopreservation, was under
study. The regulation of balance between pro- and antioxidant cell systems with participation of K321 and K322 heteroside derivatives
provides a cell resistance to cooling, that is manifested by an increase in the motility of frozen-thawed cells by 33.6 (p<0.05) and
44.6% (p<0.05), correspondingly in comparison with the control. The motility stimulation in native spermatozoa with pentoxifylline
(PF) and caffeine (CF) is accompanied with LPO increase, that can be one of the factors of a decrease in their functional activity after
cryopreservation.
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Theoretical base for a long-term low temperature
storage of biological material is thermokinetic
dependency of a decrease in the rate of chemical
processes (including biochemical ones) with a
temperature reduction. The fact of LPO intensification
in membranes under cooling, induced by a strengthened
production of superoxide-anion (O2
–), considered as
one of the disorder factors in their integrity and a
decrease in functional activity of cells after thawing,
is stated in numerous papers [10, 11].
In this connection the efforts of many researchers
are directed to the “extinction” of active oxide forms
(AOF) by the AO introducing into the media for
biological material storage [2, 12]. However this way
for cryoprotective media modification did not find a
wide application due to the limitation of nomenclative
Теоретическая основа долговременного низко-
температурного хранения биологического мате-
риала – термокинетическая зависимость снижения
скорости химических (в том числе и биохими-
ческих) процессов от температуры. Однако в
многочисленных работах утверждается факт
интенсификации ПОЛ мембран в условиях
охлаждения, индуцируемого усиленной продукцией
супероксид-аниона (О2–), что считается одним изфакторов нарушения их целостности и снижения
функциональной активности клеток  после отогрева
[10, 11].
В связи с этим усилия многих исследователей
направлены на “тушение” активных форм кисло-
рода (АФК) введением антиоксидантов в среды
для хранения биологического материала [2, 12].
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spectrum in substances, their differently orientated or
slightly efficient action and biological material specificity.
The aim of this work was to investigate the
dependency of BAS cryoprotective properties with a
different chemical origin on their AO activity. As the
investigation object we selected heteroside derivatives
which cryoprotective effect and its mechanism were
described in the paper [3].
Materials and methods
Bovine sperm was the material for investigation.
The ejaculate for one animal (number of samples, n=7)
was diluted with glucose-citrate-yolk medium. The
spermatozoa concentration in a suspension made 20
million cells/ml. The studied substances of 10-8 mol/l
7-methyl-N-maleoheteroside (K321) and 10-7 mol/l
N-maleoheteroside (K322) were added to the
composition of standard glycerol-containing
cryoprotective medium, where the native spermatozoa
were incubated at 37°C for 30 min, after that the cells
were stored for 3 hrs at 4°C and frozen by the standard
methods [9]. They were thawed on water bath at
40°C. Such methylxanthine derivatives as: 3,5×10-3
mol/l pentoxifylline (PF) and 6.0·10-3 Mol/l caffeine
(CF) and AO recovered glutathione (RG) with 2×10-3
Mol/l concentration were selected for comparing. The
control samples comprised the equivalent volume of
Tyrode’s buffer (pH 7.2). Biological screening for
cryoprotective activity was performed by studying the
spermatozoa motility before and after freeze-thawing
cycle by means of microscopic method. The native
and thawed after hypothermia and cryopreservation
spermatozoa were isolated using differential cent-
rifuging under 1000 rpm during 10 min, a supernatant
was removed and the sediment was washed-out and
resuspended in Tyrode’s buffer (pH 7.2). The malone
dialdehyde (MDA) content in spermatozoa was
estimated by the test with thiobarbituric acid (TBA)
using  the “Agat” kit (Russia). The activity of enzymes
was determined as following: for superoxide dismutase
(SOD) it was done by the inhibition degree of meletin
oxidation reaction [4], for glutathione reductase (GR)
by the NADPH decrease in the reaction with oxidised
glutathione [8], for glutathione peroxidase (GP) by RG
decrease in peroxidase reaction, initiated with tret-butyl
[6] and for catalase by the rate of hydrogen peroxide
disintegration [7]. When measuring the content of a
total protein in a sample with biuretic method we used
the standard “Agat” kit (Russia). The results were
statistically processed using the SPSS statistical software.
Results and discussion
Biological screening of heteroside derivatives for
cryoprotective activity included the investigation of
motile native and frozen-thawed spermatozoa, frozen
in cryoprotective medium, containing the studied
Однако данный способ модификации криоза-
щитных сред не нашел широкого применения из-за
ограниченности номенклатурного спектра веществ,
разнонаправленного или малоэффективного их
действия и видоспецифичности биологического
материала.
Цель настоящей работы – исследование
зависимости криопротекторных свойств различных
по химической природе БАВ от их антиоксидантной
активности. Объектом исследования были
выбраны производные гетерозидов, криопро-
текторное действие которых и его механизм
описаны в [3].
Материалы и методы
Материалом исследования служила сперма
быка. Эякулят одного животного (количество
образцов n=7) разбавляли глюкозо-цитратно-
желточной средой. Концентрация сперматозоидов
в суспензии составляла 20 млн клеток/мл.
Исследуемые вещества 10-8 моль/л 7-метил-N-
малеогетерозид (К321) и 10-7 моль/л N-малео-
гетерозид (К322) были добавлены в состав
стандартной глицерин-содержащей криозащитной
среды, в которой инкубировали  нативные
сперматозоиды при 37°С в течение 30 мин, после
чего клетки хранили 3 ч при 4°С и замораживали
по стандартной методике [9], отогревали при 40°С
на водяной бане. Для сравнения были выбраны
производные метилксантина: 3,5×10-3 моль/л
пентоктоксифиллина (ПФ) 6,0×10-3 моль/л кофеина
(КФ) и антиоксидант глутатион восстановленный
(ГВ) с концентрацией 2×10-3 моль/л. Контрольные
образцы содержали эквивалентный объем буфера
Тироде (рН 7,2). Биологический скрининг на
криопротекторную активность проводили, иссле-
дуя микроскопическим методом подвижность
сперматозоидов до и после проведения цикла
замораживания-оттаивания. Нативные и отогретые
после гипотермии и криоконсервирования сперма-
тозоиды выделяли дифференциальным центрифу-
гированием при 1000 об/мин в течение 10 мин,
супернатант отделяли, а осадок отмывали и
ресуспендировали в буфере Тироде (рН 7,2).
Содержание  малонового диальдегида (МДА) в
сперматозоидах оценивали по тесту с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК), используя набор “Агат”
(Россия). Определяли активность ферментов:
супероксиддисмутазы (СОД) по степени торможе-
ния реакции окисления кверцетина [4], глутатион-
редуктазы (ГР) по убыли НАДФН в реакции с
окисленным глутатионом [8], глутатионперокси-
дазы (ГП) по убыли ГВ в пероксидазной реакции,
инициированной с помощью трет-бутила [6],
каталазы по скорости разложения перекиси водо-
рода [7]. При измерении содержания общего белка
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substances (Figure). A decrease in the motility of
frozen-thawed cells by 28.8% was revealed in the PF-
containing medium, meanwhile K321 and K322 kept
their motility at the level, by 33.6 and 44.6% higher,
correspondingly, than in a frozen-thawed control. The
addition of GR into a cryoprotective medium did not
result in a statistical and significant augmentation of
motility in frozen-thawed spermatozoa in comparison
with the control. The experiment results indicate the
fact that the methylxanthines  have no cryoprotective
properties [13], but heterosides manifested it. The RG
action when freezing physiologically integral
spermatozoa occurred to be of low efficiency.
The investigation of cooling effect on LPO and AO-
enzyme system of spermatozoa demonstrated, that the
storage of cells under hypothermia was accompanied
with inhibiting the rate of LPO proceeding, that was
testified by a decrease in MDA content by 20%, SOD
inactivation by 68.5 and GR by 45.3%, meanwhile the
GP activity augmented by 65.8% and catalase activity
in a cell was not manifested at all (Table 1). After
cryopreservation the MDA content in spermatozoa did
not statistically and significantly change in comparison
with normothermia, however the SOD activity reduced
by 71.1, for GR it was by 52.0 and only by 15% for
GP in comparison with the initial level (Table 1). The
obtained results show that the biochemical process
proceeding in a cell are subjected to the rules of
chemical kinetics, i.e. are accompanied with a reduction
of AO-enzyme activity and LPO inhibition during
temperature decrease. The manifestation of GP
activity under hypothermia can be stipulated by a
в образце биуретовым методом использовали
стандартный набор “Агат” (Россия). Результаты
статистически обрабатывали при помощи пакета
статистических программ SPSS.
Результаты и обсуждение
Биологический скрининг производных гетеро-
зидов на криопротекторную активность включал
исследование подвижности нативных и деконсер-
вированных сперматозоидов, замороженных в
криозащитной среде, содержащей исследуемые
вещества (рисунок). Снижение подвижности
замороженно-оттаянных клеток на 28,8% обнару-
жили в среде, содержащей ПФ, тогда как К321 и
К322 сохранили их подвижность на уровне, который
был соответственно на 33,6 и 44,6% выше, чем в
деконсервированном контроле. Добавление в
криозащитную среду ГВ не привело к достовер-
ному повышению подвижности деконсервирован-
ных сперматозоидов в сравнении с контролем.
Результаты эксперимента указывают на то, что
метилксантины не обладают криопротекторными
свойствами [13], а гетерозиды проявили криопро-
текторную активность. Действие ГВ при замора-
живании физиологически полноценных сперма-
тозоидов оказалось малоэффективным.
Исследование влияния охлаждения на ПОЛ и
АО-ферментную систему сперматозоидов показа-
ло, что хранение клеток в условиях гипотермии
сопровождается ингибированием скорости проте-
кания процессов ПОЛ, о чем свидетельствует
снижение содержания МДА на 20%, инактивацией
СОД на 68,5 и ГР на 45,3%, тогда как активность
ГП возросла на 65,8%, а активность каталазы в
клетке вообще не проявилась (табл. 1). После
криоконсервирования содержание МДА в сперма-
тозоидах достоверно не  изменилось в сравнении
с нормотермией, однако активность СОД понизи-
лась на 71,1, ГР – на 52,0, а ГП – всего лишь на
15% по отношению к исходному уровню (табл. 1).
Из полученных результатов следует, что протека-
ние биохимических процессов в клетке подчиняет-
ся законам химической кинетики, т.е. сопровож-
дается уменьшением АО-ферментной активности
и ингибированием ПОЛ при снижении темпе-
ратуры. Проявление активности ГП в условиях
гипотермии может быть обусловлено большей
устойчивостью фермента к охлаждению до 0°С
и/или увеличением количества субстрата. Криокон-
сервирование сперматозоидов с последующим
отогревом сопровождалось большим снижением
активности ферментов по сравнению с гипотер-
мией, что, вероятно, является результатом крио-
деструкции как самих ферментов, так и структур-
ных элементов клетки. Вместе с тем, как и в случае
с энергопродуцирующими ферментами [3], доля
Подвижность деконсервированных сперматозоидов,
хранившихся в стандартной криозащитной среде,
содержащей добавки БАВ.
Motility of frozen-thawed spermatozoa, stored under stan-
dard cryoprotective medium with BAS additives
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криогенных поврежде-ний
незначительна и составила для СОД
2,6, а для ГР – 6,7%. При этом
снижение активности ГП на 15% по
отношению к исходному уровню и на
49% по отношению к гипотермичес-
кой активации может быть объяснено
большим повреждением митохонд-
риальных ферментов в сравнении с
цитоплазматическими, так как 1/3 от
общего содержания ГП локализована
в мембранах митохондрий [1].
Нормотермия. Для оценки  вкла-
да АО компоненты в эффективность
криопротекторного действия БАВ
исследовали влияние  производных
гетерозидов на ПОЛ и АО ферменты
в нативных сперматозоидах (табл. 2).
Препаратами сравнения служили ме-
тилксантины, стимулирующие энер-
говыработку в сперматозоидах [5], и
антиоксидант ГВ, используемый как
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Таблица 1. Содержание МДА и активность АО ферментов  в
сперматозоидах, хранившихся в условиях нормо-, гипотермии и
криоконсервирования
Table 1. MDA content and AO enzyme activity in spermatozoa, stored
under conditions of normo-, hypothermia and cryopreservation
Примечание: достоверность различий по отношению к нормотермии: 1 – р<0,01,
2 – р<0,05.
Notes: statistically significant changes comparing to the data of normothermia,
1 –  p<0.01, 2 – p<0.05.
добавка к криозащитным средам для хранения
сперматозоидов быка [2]. Инкубация нативных
сперматозоидов с ПФ и КФ привела к повышению
содержания МДА в клетках на 34,4 и 20,1% соот-
ветственно. Действие метилксантинов на актив-
ность АО ферментов неоднозначно: ПФ ингибиро-
вал активность СОД на 38,9% и не влиял на глута-
тион-зависимые ферменты, тогда как КФ повысил
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Примечание: достоверность различий по отношению к контролю: 1 – р<0,01,
2 – р<0,05.
Notes: statistically significant changes comparing to the control data, 1 –  p<0.01,
2 – p<0.05.
Таблица 2. Влияние метилксантинов  и гетерозидов  на содержание
МДА и активность АО ферментов в нативных сперматозоидах
Table 2. Effect of methyl xanthines and heterosides on the MDA content
and AO enzyme activity in native spermatozoa
greater enzyme resistance to cooling down to 0°C and
by an increase in substrate amount. The spermatozoa
cryopreservation with following thawing was accom-
panied with a greater reduction of enzyme activity in
comparison with hypothermia, that probably resulted
from a cryodestruction in both enzymes themselves
and cell structural elements under freezing and thawing
conditions. However as in the case of energy-pro-
ducing enzymes [3], a part of cryogenic
damages was insignificant and made 2.6
for SOD and 6.7% for GR. At the same
time a decrease in GP activity by 15%
in respect to the initial level and by 49%
in respect to hypothermic activation can
be explai-ned by a high damage in
mitochondria enzymes if comparing with
cytoplasmic ones, because the 1/3 of the
total GP content is localised in mitochond-
ria membranes [1].
Normothermia. In order to estimate
the contribution of AO component into
the efficiency of BAS cryoprotective
effect there was investigated the influen-
ce of heteroside derivatives on LPO and
AO enzymes in native spermatozoa
(Table 2). The preparations for compa-
ring were as follows: methylxanthines,
stimulating energy production in sper-
matozoa [5], and RG antioxidant, used
as an additive to cryoprotective media
for bovine spermatozoa storage [2]. The
incubation of native spermatozoa with PF
and CF resulted in the augmentation of
MDA content in cells by 34.4 and 20.1%,
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correspondingly. The effect of methylxanthines on the
AO enzyme activity is not uniform: PF inhibited the
SOD activity by 38.9% and did not affect the gluta-
thione-dependent enzymes, whereas CF increased the
SOD and GP activity by 46.9 and 19.5%, corres-
pondingly, as well as inhibited the GR activity by 35%.
In contrast, the K321 and K322 heterosides inhibited
not only MDA production by 25.6 and 23.3% but the
SOD activity by 27.3 and 40%, correspondingly.
Heterosides affect glutathione-dependent enzymes in
a different way: K321 increases GP and GR activity
by 37.6 and 63.2%, correspondingly, K322 does not
affect GP activity and inhibits GR activity by 31.1%.
After incubating spermatozoa with GR the MDA
content increased by 53.1% at the background  of
reduction of GR activity by 31.8 and GP by 12.2%. In
this case a prooxidant effect of GR is evident.
In the papers [1, 14] there was reported about the
fact, that RG could cause not only AO but pro-oxidant
effect as well. The manifestation of RG pro-oxidant
activity under these conditions is probably determined
by its surplus amount, that can serve as the source of
free radicals.
The data obtained analysis allowed to suppose that
the LPO intensification under methylxanthines effect
under normothermic conditions  was stipulated by their
energy-stimulating effect and was a result of strengthe-
ning of all metabolic processes in a cell. A slight but
equal on the value AO effect was noted in heterosides.
The observed at that decrease in SOD activity can be
considered as the manifestation of compensatory
reaction under conditions of LPO inhibition by
heterosides or the enzyme inactivation occurs as a result
of  its strengthened “extinction” of AOF at the initial
stages of their production (r=0.99). Nevertheless the
considerable activation of glutathione-dependent
enzymes under K321 effect indicates to the proceeding
of peroxide processes, and the predomination of GR
in respect to the GP almost twice testifies to an
alternative way of AOF levelling. In spite of the fact,
that K321 and K322 are the representatives of one
BAS series, the mechanisms of LPO inhibition under
their effect are different, thus, under K322 effect a
correlative analysis indicated to the absence of the link
between all studied indices, consequently, a decrease
in MDA content is probably stipulated by its direct
effect in pro-oxidant system of cells.
Hypothermia. The similar investigations were
conducted after hypothermic storage of spermatozoa
(Table 3). Under hypothermia conditions all BAS
strengthened the LPO production. The MDA content
in the media with PF, CF, K321, K322 and RG
increased by 14.5, 44.3, 36.3, 44.3 and 55.7%,
correspondingly. At the same time there was observed
an increase in the AO enzyme activity. The highest
activation was noted for SOD, which activity
активность СОД и ГП на 46,9 и 19,5% соответст-
венно и ингибировал активность ГР на 35%. Гете-
розиды К321 и К322, наоборот, ингибировали не
только продукцию МДА  на 25,6 и 23,3%, но и
активность СОД на 27,3 и 40% соответственно.
На глутатион-зависимые ферменты гетерозиды
действуют по-разному: К321 повысил активность
ГП и ГР на 37,6 и 63,2% соответственно, тогда
как К322 не влиял на активность ГП и ингибировал
активность ГР на 31,1%. После инкубации
сперматозоидов с ГВ содержание МДА повыси-
лось на 53,1% на фоне снижения активности ГР на
31,8 и ГП на 12,2%. В данном случае очевидно
прооксидантное действие ГВ.
В [1, 14] сообщалось, что ГВ может оказывать
не только антиоксидантное, но и прооксидантное
действие. Вероятно, проявление прооксидантной
активности ГВ в данных условиях определяется
его избыточным количеством, что может служить
источником свободных радикалов.
Анализ полученных данных позволил предпо-
ложить, что интенсификация ПОЛ при действии
метилксантинов в условиях нормотермии обуслов-
лена их энергостимулирующим действием и яв-
ляется результатом усиления всех метаболичес-
ких процессов в клетке. У гетерозидов отмечен
незначительный, но одинаковый по величине АО
эффект. Наблюдаемое при этом понижение актив-
ности СОД  можно рассматривать как проявление
компенсаторной реакции в условиях ингибирования
ПОЛ гетерозидами, или  инактивация фермента
происходит в результате усиленного “тушения” им
АФК на начальных этапах их продуцирования
(r=0,99). Значительная активация глутатион-
зависимых ферментов при действии К321 все же
указывает на протекание перекисных процессов,
а превалирование активности ГР по отношению к
ГП почти в 2 раза свидетельствует об альтерна-
тивном пути нивелирования АФК. Несмотря на то,
что К321 и К322 являются представителями одного
ряда БАВ, механизмы ингибирования ПОЛ при их
воздействии разные. Так, при воздействии К322
корреляционный анализ указал на отсутствие связи
между всеми изучаемыми показателями, следо-
вательно, понижение содержания МДА, вероятно,
обусловлено его непосредственным влиянием на
прооксидантную систему клеток.
 Гипотермия. Аналогичные исследования
были проведены после гипотермического хранения
сперматозоидов (табл. 3). В условиях гипотермии
все БАВ усилили продукцию ПОЛ. Содержание
МДА в средах с ПФ, КФ, К321, К322 и ГВ
повысилось на 14,5;  44,3;  36,3;  44,3 и 55,7% соот-
ветственно. При этом наблюдалось синхронное по-
вышение активности АО ферментов. Наибольшая
активация отмечалась для СОД, активность
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lortnoC 460,0±523,0 56,32±31,97 37,52±33,88 920,0±261,0
ФП
FP 260,0±573,0 * 59,23±7,131 * 77,7±76,321 860,0±221,0 *
ФK
FC 151,0±964,0 * 52,14±38,611 * 06,22±00,331 * 920,0±741,0 *
123К 140,0±344,0 * 58,29±35,681 * 23,23±33,47 * 930,0±931,0 *
223К 470,0±964,0 * 1,63±38,321 * 40,4±76,021 430,0±231,0 *
ВГ
GR 632,0±605,0 * 0,04±4,301 * 58,5±76,511 540,0±731,0 *
Примечание: * – достоверные различия по отношению к контролю (р<0,05).
Notes: * – statistically significant changes comparing to the control data (p<0.05).
Таблица 3. Влияние метилксантинов и гетерозидов  на содержание
МДА и активность АО ферментов в сперматозоидах, хранившихся в
условиях гипотермии
Table 3. Effect of methylxanthines and heterosides on the MDA content
and AO enzyme activity in spermatozoa, stored under hypothermia
conditions
которой возросла на 66,4; 47,6; 71,5;
56,5 и 30,4%, соответственно. Актив-
ность ГП в средах, содержащих ПФ,
КФ, К322 и ГВ, также увеличилась
соответственно на 40,0,  50,6,  36,6 и
30,4%, однако эти вещества ингиби-
ровали  ГР.
Анализ полученных результатов
указывает на то, что исследуемые
вещества не только восстанавливают
активность АО ферментов после
гипотермии, но и регулируют при этом
баланс между про- и антиоксидант-
ной ферментными системами. Усиле-
ние ПОЛ при воздействии ПФ и КФ
может быть не только сопряжено с
их энергостимулирующим действием,
но и обусловлено ингибированием ГР,
на что указывает положительная
корреляция между содержанием
МДА и активностью фермента (r=0,89
и r=0,93 соответственно). Отсутствие
корреляции между активностью СОД
и повышением содержания МДА
свидетельствует о возможности не-
посредственной активации фермента
метилксантинами, а не о развитии компенсаторной
реакции. Повышение активности ГП в среде, со-
держащей КФ и положительная корреляция между
активностью ГП и ГР (r=0,97), скорее всего, объяс-
няются усилением АО статуса клетки из-за уве-
личения в ней содержания эндогенного ГВ и ауто-
регуляторного ограничения его восстановления.
Вышеизложенное подтверж-дено при воздействии
экзогенного ГВ на сперматозоиды, однако ингиби-
рование ГР в данном случае в 2 раза меньше, чем
при нормотермии, следовательно, охлаждение
клеток может сопровождаться уменьшением пула
ГВ. Одновременная с повышением содержания
МДА активация СОД при воздействии К321 и К322
свидетельствует о развитии компенсаторной реак-
ции (r=0,97 и r=0,92 соответственно), которая, одна-
ко, не достаточна для ингибирования ПОЛ и в
большей степени проявляется в среде, содержа-
щей К321.
Криоконсервирование. Так как ПФ и КФ не
проявили криопротекторной активности при ис-
следовании подвижности деконсервированных
сперматозоидов, влияние этих веществ на ПОЛ и
АО-ферментную систему не изучалось. Производ-
ные гетерозидов и ГВ были добавлены в состав
криозащитной среды. После отогрева деконсерви-
рованных клеток обнаружили повышение содер-
жания МДА на 23,7% в среде с К321, активности
СОД – на 43,8%. Активность глутатион-зависи-
мых ферментов практически не изменилась
augmented by 66.4, 47.6, 71.5, 56.5 and 30.4%,
correspondingly. The GP activity in the media,
containing PF, CF, K322 and RG augmented by 40.0,
50.6, 36.6 and 30.4%, correspondingly, however all
these substances inhibited RG.
The data obtained analysis indicates to the fact,
that the studied substances not only recover the AO
enzyme activity after hypothermia, but regulate in this
case the balance between pro- and antioxidant enzyme
systems.  The LPO strengthening under PF and CF
effect can be related not only with their energy-
stimulating effect, but can be stipulated by GR
inhibition, that is indicated by positive correlation
between MDA content and the enzyme activity (r=0.89
and r=0.93, correspondingly). The absence of
correlation between the SOD activity and an increase
in MDA content testifies to the possibility of a direct
enzyme activation by methylxanthines, but not to the
development of compensatory reaction. An increase
in GP activity in CF-contained medium and a positive
correlation between the GP and GR activity (r=0.97),
are rather  explained by the strengthening of AO-status
of cells due to the augmentation in it of the endogenous
RG content and an autoregulatory limitation of its
recovery. The mentioned above is confirmed under
the effect of exogenous RG on spermatozoa, however
the GR inhibition in this case is twice lower, than under
normothermia, consequently, the cooling of cell can be
accompanied with a decrease in RG pool.  The SOD
activation, simultaneous with an increase in MDA
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(табл. 4). При действии К322 содержа-
ние МДА в сперматозоидах повыси-
лось всего лишь на 14,9% на фоне
значительной синхронной активации
АО ферментов. В этом случае актив-
ность СОД была на 107, ГП – на 41,6,
ГР – на 44,3% выше, чем в деконсер-
вированном контроле.
Сохранение содержания МДА на
уровне контроля и значительная акти-
вация всех АО ферментов в среде с
ГВ указывают на его АО действие.
В отличие от нормо- и гипотермии
повышение активности ГР при дейст-
вии экзогенного ГВ свидетельствует
об истощении запасов эндогенного
глутатиона в процессе криоконсерви-
рования [10]. Аналогичные эффекты
прослеживались и в среде, содержа-
щей гетерозиды, причем действие
К322 в несколько раз превосходит
действие К321. Учитывая значитель-
ную активацию СОД, можно предпо-
content  under K321 and K322 effect testifies to the
development of compensatory reaction (r=0.97 and
r=0.92, correspondingly), which is not sufficient yet
for LPO inhibition and is manifested in a greater extent
in the K321-contained medium.
Cryopreservation. As PF  and CF did not manifest
a cryoprotective activity when investigating the motility
of frozen-thawed spermatozoa, the effect of these
substances on LPO and AO-enzyme system was not
under study. The heteroside derivatives and RG were
added to the cryoprotective medium composition. After
thawing frozen-thawed cells there was found out an
increase in MDA content by 23.7% in the medium
with K321 and by 43.8% for SOD activity. The activity
of glutathione-dependent enzymes was practically
unchanged (Table 4). Under the effect of K322 the
MDA content in spermatozoa increased only by 14.9%
at the background of a considerable synchronic
activation of AO-enzymes. In this case the SOD activity
was by 107, for GP by 41.6 and for GR by 44.3%
higher, than in the frozen-thawed control.
The preservation of MDA content at the control
level and a considerable activation of all AO enzymes
in the RG-contained medium indicate to its AO effect.
In contrast to normo- and hypothermia an increase in
GR activity under exogenous RG effect testifies to
the exhaustion in the stocks of endogenous glutathione
during cryopreservation [10]. The similar effects were
also traced in the heteroside-contained medium,
moreover the K322 effect was some times higher than
the K321 one. Taking into account a considerable SOD
activation we can suppose that the AOF utilisation at
initial stages of their production is realised mainly by
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lortnoC 280,0±224,0 57,3±35,27 4,3±3,54 710,0±241,0
123К 830,0±225,0 1 0,3±3,401 2 5,5±02,05 2 110,0±351,0 2
223К 460,0±584,0 2 3,6±2,051 2 58,6±31,76 2 050,0±502,0 2
ВГ
GR 360,0±414,0 5,21±30,781
2 56,1±33,55 2 310,0±461,0 2
Таблица 4. Влияние метилксантинов и гетерозидов на содержание МДА
и активность АО ферментов в сперматозоидах, хранившихся в условиях
криоконсервирования
Table 4. Effect of methylxanthines and heterosides on the MDA content
and AO enzyme activity in spermatozoa, stored under low temperatures
Примечание: достоверность различий по отношению к контролю: 1 – р<0,01,
2 – р<0,05.
Notes: statistically significant changes comparing to the control data, 1 –  p<0.01,
2 – p<0.05.
ложить, что утилизация АФК на начальных этапах
их продуцирования осуществляется именно этим
ферментом, а дальнейшее нивелирование продук-
тов дисмутации – при участии ГП, на что указы-
вает корреляция между активностью фермента и
содержанием МДА в сперматозоидах (r=0,93 и
r=0,92 для К321 и К322 соответственно).
Выводы
Установлено, что гипотермическое хранение
физиологически полноценных сперматозоидов
быка в стандартной криозащитной среде сопро-
вождалось термокинетической инактивацией как
про-, так и антиоксидантной систем; доля необра-
тимой криогенной деструкции АО ферментов
незначительна.
Введение в состав криозащитных сред АО пря-
мого действия не целесообразно, поскольку
нарушает естественное соотношение между про-
и антиоксидантной системами сперматозоидов и
не влияет на устойчивость клеток к охлаждению.
Криопротекторное действие БАВ не зависит от
величины оказываемого ими АО эффекта; наибо-
лее перспективным направлением повышения ус-
тойчивости сперматозоидов к гипотермии и крио-
консервированию является поиск веществ, регули-
рующих баланс между про- и антиоксидантной
системами.
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this enzyme and the following levelling of dismutase
products  at the GP participation, that is indicated by
the correlation between the enzyme activity and MDA
content in spermatozoa (r=0.93 and r=0.92 for K321
and K322, correspondingly).
Conclusions
Hypothermic storage of physiologically integral
bovine spermatozoa in the standard cryoprotective
medium was established to be accompanied with a
thermokinetic inactivation of both pro- and antioxidant
systems. A part of irreversible cryogenic destruction
in AO enzymes is insignificant.
The introduction into the cryoprotective medium
composition of AO with direct effect is not expedient,
because it impairs the natural ratio between the pro-
and antioxidant systems of spermatozoa and does not
affect cell resistance to cooling.
The BAS cryoprotective effect does not depend
on the value of the caused by them AO effect; the
most perspective way to increase the spermatozoa
resistance to hypothermia and cryopreservation is the
search for the substances, regulating the balance
between the pro- and antioxidant systems.
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